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め、野生型成獣マウス脳における ASIC4メッセンジャーRNA の分布解析を行った。 
 
【材料と方法】 
①  in situ hybridization 法 
ASIC4 に特異的な 35S-UTP 標識 cRNA プローブを作製し、野生型成獣マウス（C57BL/6J、8-12
週齢♂）の脳薄切切片（厚さ 6 m）にハイブリダイズさせた。 
② ASIC4 レポーターマウスの作出 
Knockout Mouse Project (KOMP) RepositoryからASIC4ノックインレポーターマウスのES細胞を
入手し、ASIC4 プロモーター制御下で LacZ遺伝子を発現するレポーターマウスを作出した。 
③ X-gal染色 
ASIC4 レポーターマウス（8-10週齢♂）の脳切片（厚さ 20 m）を用いて、-galactosidase活性
を利用した染色（X-gal染色）を行い、ASIC4 陽性細胞を青色に標識した。 
④ アセチルコリン神経核における ASIC4 陽性細胞の発現解析 
X-gal染色後に抗 choline acetyltransferase (ChAT) 抗体を用いた免疫染色を行い、X-gal陽性細胞
の ChAT 陽性細胞に対する割合を、8つのアセチルコリン神経核それぞれにおいて算出した。 
 
【結果】 
１）in situ hybridization 法により、嗅球、梨状葉、線条体、内側中隔核、対角帯垂直核および水平
核、側坐核、嗅結節、外側視索前野、室傍核、無名質、内側手綱核、扁桃体、視蓋前域、外側膝
状体、腹側海馬の顆粒細胞層、上丘、脚間核、中脳網様体、二丘体傍核周囲、下丘、孤束核、三
叉神経脊髄路核に ASIC4 メッセンジャーRNA の強い発現を認めた。先行研究（Eur J Neurosci. 
2015 Jun; 41 (12): 1553-68）と異なり、小脳における明らかな発現は認められなかった。また、形
態学的特徴から、ASIC4陽性細胞はグリアではなく、神経細胞であることがわかった。 








【考察】本研究では、in situ hybridization 法を用いて、マウス脳における ASIC4 メッセンジャー
RNAの分布を解析し、多くの領域に渡り、神経細胞に局在していることを明らかにした。さらに、






 先行研究によると、マウス脳における ASIC4 陽性細胞は、CR（calretinin）陽性、あるいは VIP
（vasoactive intestine peptide）陽性の介在ニューロン、海馬 NG2（neuron-glial antigen 2）細胞、小
脳顆粒細胞の３種類であり、ASIC4 は海馬 NG2 細胞と小脳顆粒細胞でのみ ASIC1a（脳に発現す











  論文審査の結果の要旨 








おける ASIC4 メッセンジャーRNAの分布解析を行った。 
 
【方法】 ASIC4 を特異的に認識する 35S-UTP 標識 cRNA プローブを作製し、野生型成獣マウスの脳薄切
切片を用いて in situ hybridizationを行った。次に、ASIC4プロモーター制御下で LacZ遺伝子を発現するレ
ポーターマウスを作出し、-galactosidase 活性を利用した染色（X-gal 染色）を行った。さらに、X-gal 染色後
に抗 choline acetyltransferase（ChAT）抗体を用いた免疫染色を行い、アセチルコリン神経核における X-gal
陽性細胞の ChAT陽性細胞に対する割合を算出した。 
 
【結果】 野生型マウスの脳を対象とした in situ hybridizationにより、嗅球、梨状葉、線条体、内側中隔核、対
角帯垂直核および水平核、側坐核、嗅結節、外側視索前野、室傍核、無名質、内側手綱核、扁桃体、視蓋
前域、外側膝状体、腹側海馬の顆粒細胞層、上丘、脚間核、中脳網様体、二丘体傍核周囲、下丘、孤束核、
三叉神経脊髄路核の神経細胞に ASIC4 メッセンジャーRNA の発現を認めた。ASIC4 レポーターマウスを使
った X-gal 染色の結果は、亜核に至るまで、in situ hybridization の結果と一致していた。これらの解析結果
に基づき、脳内に存在する８つのアセチルコリン神経核に ASIC4 が発現していると推測されたため、より詳細
な発現解析を行ったところ、前脳基底部に存在する４つのアセチルコリン神経核（内側中隔核、対角帯垂直核











【審査の内容】 約 20 分間のプレゼンテーションの後、主査の飛田教授より、レポーターマウスの相同組換
えについて、ASIC の立体構造と酸感受性ドメインについてなど 11 項目、第一副査の浅井教授より、野生型
マウスとレポーターマウス間での形態学的差異について、in situ hybridization 法に用いたプローブについ
て、ASIC4 の細胞内局在についてなど 9 項目、第二副査の鵜川教授より、脳において想定される ASIC4 の
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